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A novel hydrocolloid (I) for affinity viscometry comprises dispersible colloidal 
particles of a co- lyophilisate of water soluble neutral polysaccharide molecules (II) 
contg. several affinity ligands and polyvalent receptors (III) for the affinity 
ligands. (II) pref . comprise dispersible polysaccharide particles obtd . by covalently 
crosslinking several polysaccharide molecules, esp. dextran molecules crosslinked wit] 
divinyl sulphone or epichloro-hydrin . 


ABSTRACT : 


1 of 1 


9/16/02 7:58 PM 



@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 



OEUTSCHES 
PATENTAMT 


© Offenlegungsschrift 
C§) DE 4446695 A1 


@ Aktenzeichen: 
<g) Anmetdetag: 
@ Offenlegungstag: 


P 4446 695.1 
13.12.94 
20. 6.96 


® lnt.CI«: 

G 01 N 37/00 

G01 N 15/00 
G 01 N 33/44 
G 01 N 33/68 
B01 D 15/08 
B 01J 20/22 
C 08 B 37/02 
C08L 5/02 
//C07C 317/04,C08J 
3/24,C08K5/41.5/15 


U9 
9) 
CO 

UJ 

O 


@ Anmelder: 

Ehwald, Rudolph, Prof, Dr., 10115 Berlin, DE; 
Ballerstadt, Ralph, Dipl.-Biol., 10437 Berlin, DE 


@ Erfinder: 

gieich Anmelder 


(g) Hydrocolloid fqr die Affinitatsviskometrie 

@) Die Erfindung betrifft ein Hydrocolloid fur die Affinitatsvis- 
kometrie. Das erfindungsgemaSo Hydrocolloid ist das Co- 
Lyophilisat bus eiriem polyvalenten AffinitSts-Rezeptbrmole- 
kul, z. B. einem Lektin oder AntikSrper, und einem AffinitSts- 
liganden tragenden wasserloslichen neutralen Polysaccha- 
rid. Der Vortell der Erfindung liegt in einer hohen Empfind- 
lichkeit und verbesserten Reproduzterbarkeit von Viskosi- 
tatsmessungen zur Bestimmung von AffinitStsliganden. Eine 
weitere Empfindlichkeitssteigerung l§St sich dadurch errel- 
chen, daS ein Polysaccarid verwendet vsrfrd, dessen Molekule 
2U grofieren losliciien Moiekulaggregaten kovalent vernettt 
sfnd. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerelchten Unteriagen entnommen 
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Beschreibung 

Bei der Aifini tats viskorae trie wird die Viskositit einer waBrigen Polymerdispersion aus HydrocoIIoiden, die 
aufier einem wasserloslichen polymeren Stoff mit funktionellen Gruppen fQr die Affinitltsbindung (Affinitatsli- 
ganden) einen geeigneten polymeren Rezeptor fur die Affinitatsiiganden enthalt, ais MaB fur die Konzentration 
der Afflnitatsbindungen gcmessen. Die Affinitltsviskometrie ist fur die kontinuierliche Konzentrationsmessung 
von niedermolekularen Affmititsliganden^ die kompetetiv die Konzentration der Ai^t^tsbindung zwischen 
den Polymeren beeinflussen, geeignet (Ehwald und Ballerstadt, DE 42 03 466 Al, Ballerstldt und Ehwald, Bio- 
sensors & Bioelectronics 9/1994, 557 —567), kann aber grunds§tzUch auch zur Messung der Konzentration von 
Affinitatsrezeptoren eingesetzt werden. Hohe Konzentrationen und hohe Moiekulargewichte des (igandentra- 
genden polymeren Stoffes sind erforderlich, um eine gut erfaBbare Viskositatsanderung zu induzieren. Die 
erreichbare Konzentration der Rezeptoren auf Proteinbasis ist durch ihre L5siichkeit in Wasser begrenzt Durch 
Zufuhrung von Con A zu einer geriihrten Dextranlosung iassen sich homogene AffinitStsdispersionen mit einer 
Lektinkonzentration von < 2% (GewichtA^olumen) herstellen. Daher kaim die exponentielle Zunahme der 
glucoseempfrndlichen Extraviskosit^t des AfTinitatssols mit der Lektinkonzentration nur In einem begrenzten 
Konzentrationsbereich erfaBt werden. Die Reproduzierbarkeit der Messungen wird dadurch erschwert, daB 
gennge Veranderungen in der Aktivitat und Konzentration des Rezeptors sich sehr stark auf den ViskositSts- 
wert und die Konzentrationsabhangigkeit auswirken, und es beim Mischen der polymeren Koraponenten zur 
Prazipitation koramen kann. Die Aufgabe der Erfmdung besteht in der Bereitstellung standardisierter Hydrocol- 
loide mit hoher Rezeptorkonzentration und Empfindlichkeit 

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB die dispergierbaren Teilchen des Hydrocolloids das Co-Lyophilisat aus 
wasserlosUchen, mehrere AffinitHtsliganden tragenden neutralen PolysaccharidmoIekQlen und passenden poly- 
valenten Rezeptoren bilden. 

Unerwartet hat sich gezeigt, daB durch Aufl5sung eines Co-Lyophilisats der ursprunglichen Dispersion aus 
dem polyvalenten Rezeptor Concanavalin A (Con A) und dem ligandentragenden Polymer Dextran eine Viskosi- 
tatsdispersion mit wesentlich hoherer Rezeptorkonzentration und Empfindlichkeit fOr den niedermolekularen 
spezifischen AnaJyten, in diesem Faile Glucose, hergesteilt werden kann als es durch Aufldsen der einzelnen 
Komponenten mdglich ist Unerwartet zeigte sich dabei weiterhin, daB die mit dem Gefrieren bzw. der Gefrier- 
trocknung verbundene Inaktivienmg des Lektins und die hiermit verbundene Entstehung eines unloslichen 
Anteiis nicht auftritt, wenn die polymeren Komponenten nicht einzeln lyophilisiert werden sondem ein Co-Ly- 
ophilisat aus Dextran und Con A hergesteUt wird. Die Co-Lyophilisate sind besonders vorteilhafte Hydrocolloi* 
de fOr die Affinitttsviskometrie, weil sic die Komponenten in einem definierten Mengenverhaltnis enthalten und 
so die reproduzierbare Herstellung von Affuiitatsdispersionen vereinfachen. Wegen der hdheren mdglichen 
Konzentration an Rezeptoren und der exponentiellen Abhangigkeit der Empfindlichkeit von der Rezeptorkon- 
zentration errndglichen die erfindungsgemlBen HydrocoUoide eine betrachtliche Empfindlichkeitssteigening. 
Die Erflndung ist nicht aliein auf die im Beispiel dargestellte Kombination eines Lektins mit Dextran beschrankt, 
da die Co-Lyophilisation anderer Protein-Rezeptoren mit ligandentragenden neutralen PolysaccharidmoIekQlen 
ebenfalls mdgUch ist 

Das erfindungsgem§Be Hydrocolloid kann auch in der Hohlfaser oder Dialysekammer gebildet werden, 
wodurch die standardisierte Herstellung der AffmitStssensoren (vergL DE 42 03 466 Al) erleichtert wird. 

Eine ganz wesentliche Empfindlichkeitssteigening ist dadurch mdglich, daB anstelle eines einfachen liganden- 
tragenden Polysaccharids ein modifiziertes ligandentragendes Polysaccharid verwendet wird, das durch kova- 
lente Vemetzung mehrerer Polysaccharidmolekule entsteht 

Ausfiihrungsbeispiel 

1. Glukoseabhingige Viskositit eines Co*LyophiUsats aus Concanavalin A und Dextran T2000 

Eine 2%ige Dextran T2000-L6sung wurde mit einer 2%igen Ldsung von Con A vermischt und anschlieBend 
lyophilisiert Die Ldslichkeit des Lektins im Komplex mit dem Dextran war weit besser als die Ldslichkeit des 
reinen Proteins. Es konnten homogene Dispersionen mit Ober 3Vo Con A hergesteilt werden. Die glucoseem- 
pfmdliche Dispersionsviskositlt betrug bei einer Lektinkonzentration von 3% im wiederaufgel5sten Co-Ly- 
ophylisat das etwa 20fache der Viskositat einer Vergleichsdispersion mit 1% Con A und gleicher Dextran 
T2000-Konzentration (Tab. IX Wenn man das erfindungsgemaBe Hydrocolloid in eine Hohlfaser einsaugt und 
diese in flQssigem Stickstoff einfriert und anschlieBend gefriertrocknet, erhalt man eine Hohlfaser, die fQr die 
Herstellung von Aifinitltssensoren vorteilbaft verwendet werden kann. Alle Kleb- und Dichtungsarbeiten mit 
dieser Hohlfaser konnen im trockenen Zustand durchgef Qhrt werdea Die glucoseempfindliche Polymerdisper- 
sion bildet sich beim Einquellen der Sensorf aser in Wasser unter Vakuum in kurzer Zeit 

2. Lektin- und zuckerabhangige Viskositat eines Hydrocolloids mit dispergierbaren Teilchen, die aus kovalent 

vemetzten Dextranmolekulen bestehen 

Eine geruhrte konzentrierte E^extran T2000-L6sung (5% w w~ *) wurde bei pH 11 — 12 und bei Raumtempera- 
tur mit kleinen Mengen Divinylsulfon (0,5%) versetzt, dabei wurde die Zunahme der Viskositat verfolgt Nach 
Erhohung der Viskositat auf das Zwanzigfache (ca. 2 h) wurde die Reaktionsldsung mit einer 10%igen Glycin- 
Losung vermischt und nach weiteren 2 h neutralisiert AnschlieBend wurde das in dieser Weise praparierte 
Polysaccharid gegen destilliertes Wasser dialysiert und gefriergetrocknet Die Wirkung des Lektins Con A 
(Konz. 0^%) auf die Viskosit&t der aus dem Lyophilisat wiederaufgeldsten Dispersion aus modifiziertem 
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Dextran war etwa SOfach hSher als bei der Dispersion aus unvemetztem Dextran T2000 (Tab. 2> ^tsprechende 
Ergebnisse werden auch erhalten, wenn die Vemetzung mit Epichlorhydrin vorgenommcn wird. Bei aer Kcax- 
tion der DextranmolekOle rait Divinylsulfon. Epiclilorhydrin a a. Vemetzungsmitteln 
erforderlich, die Verlmflpfung des Dextranmolekflls mit ursprOnglich nicht vorhandenen Affimtatsliganden 
vorgenommen werdea Dies wurde am Beispiel galaktosehaltiger Disaccharide (Lairtose, Raffinosae) realisiert 
Dadureli, daB die Vemetzung in konzehtrierten LSsungen dieser Zucker erfolgte, wurden terminate p-giykosi- 
disch gebundene Galactose-Gruppen an die dispergierbaren vemetzten Dextranteilchen gekoppelt Die VisKo- 
sitat des mit diesen TeUchen und dem galactosidspezifischen Lektin Ricinus communls-Agglutmm gebildeten 
Afflnitatssois ist stark von der Galactosekonzentration abhSngig. 


Tabellen 


ID 


Tabelie 1 

Wirkung der Konzentration des Con A auf die Viskositit der wiederaufgelSsten Dispersionen aus dem 
Co-LyophUisat im Vergleich zu einer nicht-lyophiUsierten Dispersion bei gleicher Dextran T2000-Konzentration 


Artder 

■wiederat^gelQsten Dispersion, 

VvSoosiUli 
[tnPasJ* 

GiucaseabhOn^ge 
Vidvsitat 
[mPas] 

Co-Lyophilisat 

6S96fi 

6593.1 

3%ConA 



I<nchtIyopluIiaeit 

2l9a 

2153 

l%ConA 



♦ T=24'^,MitteIwerte(ii=3) 

Tabelie 2 



40 

Wirkung von Con A auf die Viskositat von Dispersionen mit Dextranen unterschiedlicher Dispersitfit 


Vidcoszmt[mPas]^ 

Dispersion 

Typ.Konz, A B B-A 

ohneConA mii0.296CmA 


Dextran T2000, 4.09 7.00 2.91 

3% 


modifmeites Dextran. 
3% . 


45 


50 


55 

26.28 168.10 14132 


60 


* T=24**C, Mittelwcrtc (n=3) 


Patentansprfiche 

65 

1. Hydrocolloid fur die Afrinitatsviskometrie, dadurch gekennzeichnet, daB die dispergierbaren kolloidalcn 
Teilen das Co-Lyophilisat aus wasserlaslichen, mehrere Affinitatsliganden tragenden neutralen Polysaccha- 
ridmoIekOlen und polyvalenten Rezeptoren fQr die Affinitatsliganden bilden. 
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2, HydrocoUoid fOr die Affinitatsviskometrie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich in ciner 
Hohlfaser oder Dialysekammer befindet 

3* HydrocoUoid f Or die Affinitatsviskometrie, dadurch gekennzeichnet, dafi cs dispergierbarc Polysaccharid- 
Teilchen,die durch kovalenten Vemetzung mehrerer PolysaccharidmolekQle gebUdet werden, entfaait 
4. HydrocoUoid fur die Affuiitltsviskoinetrie nach Anspruch 3, dadurch gekennzeicfanet, daS die Polysaccha- 
ridmolekQle Dextranmolekflle sind und daB die dispergierbaren TcOchen durch Vemetzung der Dextran- 
molekOie mit Divinylsulfon oder Epichlorhydrin entstehen. 


